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RESUMEN

El problema de la contaminacioén en los efluentes de agua de origen antropogénico es sin duda,
uno de los aspectos m@seocupantes de la degradacion de los medios naturales por parte de
la civilizacion contemporanea. Dentro de la contaminacion del agua, uno de los comitarina
mas inportantes es el mercurio, metabn alta toxicidadel cual es altamente biodisponible y

de alta exposicion en el ambienteEste metal presenta diferentes grados de toxicidad
dependiendo de su estado de oxidaci@si como susfectos en el sistema nervioso, digestivo

e inmunoldgicopulmones, rifiones, piel y ojos

Dentro de los efectos advars de éste metal, el mercurio puede reducir la actividad
enzimatica de los organismos vivos, por lo cual, entre otras cosas, es de suma importancia su
cuantificacién. En este trabajo sstudié la inhibicidbn déaccasa ddrametes versicolgoor
mercurigll) en medio acuoso, tomando como base la evaliade la cinética de Michaelis
Menten en sistema acuoso, siguiendo la inhibicibn mediante espectroscopVasiUmediante

la formacién de cafeoquinona a partie acido cafeico, obteniendo como parametraséticos

unak,= 43+ 6 UM y Vina= 90+ 3 UM s, otros sutratos empleados durante esta prueba fueron
catecol y acido gdlico, sin embargo la laccasa de Trametes versicolor muestra una mayor

afinidad por acido cafeico.

Se probaron tres tiempos de contactorpael inhibidor, observandose una diferencia no
significativa entre ellos, por lo cual el tiempo de incubacién para los siguientes experimentos
fue de 2 minutosPara observar el efecto de los iones mercurio sobre la enzima se probaron
concentraciones desd0 a 4 mM deH((Il), decreciendo los valores dé..x al aumentarla
concentracion de mercur{tl). Con base a los valorealculadogle K, se construyé una curva

de inhibicion observandose un maximo de inhibicion de 45% a partir de Buaivotro lado,



para la determinacion de muestras sintéticas se construyd una curva de calibracion con un

intervalolinear de 0.05 a 0.7 mM, la cual posee un valor #e(R9695.

El electrodo serigrafiado de carbono se logré modificar empleando una solucién de
glutaraldehidoal 2.5% mezclado con laccasaTdametes versicoloDe igual manera que en

los estudios espectrofotométricos se probaron varios sustratos (acido cafeico, hidroquinona,
catecol y 4cido galico) tendiendo la enzima una mayor afinidad por acido cafeiadn sien
parametros cigticosK,, 47.8 £ 0.7y suVa de 354.3 £ 1.6Posterior a ello se cuantificé la
actividad enzimatica para concentraciones de 0 a 10d0en este caso el tiempo de contacto
para el electrodo modificado fue de 20 minuto®nasea los valores dé/.x obtenidosse
construy6 una curva de inhibiciéon con un porcentaje maximo de inhibicion de 95%. Posterior a
ello serealizduna curva de calibraciéoon unintervalo lineal de 0 a 0.8/M con una R=

0.9956, mientras que su limite detecabn es d€d.0729uM.



ABSTRACT



INDICE

RESUMEN |
ABSTRACT lii
INDICE Iv
INDICE DE FIGURAS \Y;
INDICE DE TABLAS Vii

CAPITULO ANTECEDENTES 1
CONTAMINACION DEL AGUA Y MERCURIO 2
METOIDS DE CUANTIFICACION DE METALES 5

ELECTRODOS SERIGRAFIADOS 6
BIOSENSORES 7
ENZIMAS 10
LACCASA ORAMETES VERSICOLOR 12

JUSTIFICACION 15

HIPOTESIS 16

OBJETIVOS 17

MATERIALES Y METODOS 18

CAPITULO 2ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICOAMEASA C
TRAMETES VERSICORMRA DETERMINACION BERAMETRC 21
CINETICOS E INHIBICION ENZIMATICA

INTRODCCION 22

RESULTADOS Y DISCUSION 25
CAPITULO 3FABRICACION DE BIOSENSORES, CARACTE 42
ELECTROQUIMICRETERMINACION DE CONSTANTES CINK1
CUANTIFICACION DE MERCURIO(lI)

INTRODUCCION 43
RESULTADOS Y DISCUSION 46
CAPITULO @ONCLUSIONES 57
REFERENCIAS 59

ANEXOS A



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio en diferentes ambientes (agua, aire, suelo)
Figura 2. Representacion de electrodo serigrafiado.
Fgura 3. Esquema de un biosensor.

Figura 4. Métodos comunes de inmovilizacion en biosensores: (A) Enlace covalente, (B)

Adsorcion, (C) Atrapamiento, (D) Entrecruzamiento.

Figura 5. Fotografia de Trametes versicolor (Fuenterfaale Beatrix M. Varga, internet)
Figura 6. Estructura del sitio activo multicobrelarcasale T. versicolor

Figura 7 Ejemplos de reacciones enzimaticas, a) con un solo sustrato, b) con dos sustratos.

Figura 8. a) Representacién grafica de la vedmtte una reaccion enzimatica donde se puede
observar los pardmetros basicos de la ecuacién de MicHdeligen. b) Diagrama de
LineweaveiBurk, observandose los parametros cinéticos a partir de los reciprocos de

velocidad y concentraciéon de sustrato.

Figua 9. Oxidacion de acido caféico a cafeoquinona catalizadageasa dd rametes

versicolor
FiguralO. Molécula de glutaraldehido.

Figurall. Descripcion gréfica de la operacion de un biosensor enzimético empleando

amperometria.

Figura 12Electrodo segrafiado contituidos por electrodo de trabajo y contraelectrodo en

tinta de de carbono y electrodo de referencia con tinta de Ag°/AgCl.



Figura B. Reaccion de oxidacion y reduccion electroquimica del &cido caféico que se lleva a

cabo sobre la superficieetielectrodo serigrafiado.

Figura 3. VC de acido caféico 2 mM, utilizando como referencia un electrodo de Ag°/AgCl, la
pseudoreferencia es el electrodo impreso con tinta de Ag/AgCl en el electrodo serigrafiado, a

=100 mV/s en buffer de acetatos (0.1 pH=4.5) a 30 °C.

Figura 5. Esquema de modificacién del electrodo serigrafiado emplenado glutaraldehido y

temperatura para la formacion de la membrana.

Figura 6. Mecanismo de accién de los electrodos modificados enzimaticamentacmsa
de Trametesversicolompara la cuantificacion de compuestos fendlicos (Ph y Q son compuestos

fendlicos).

Figura . Determinacion amperométrica de la cinética de Michadiénten para la reduccion

de acido caféico en buffer de acetatos (0.1 M,5H5) a 30°C

Figural8. Determinacion amperométrica de la cinética de Michddiénten para la reduccion

de hidroguinona en buffer de acetatos (0.1 M, pHL.5) a 30°C

Figura B. Determinacion amperométrica de la cinética de Michadiénten para la reduccion

de catecol en bffer de acetatos (0.1 M, pH4.5) a 30°C

Figura20. Determinacion amperométrica de la cinética de Michadiénten para la reduccion

de acido galico en buffer de acetatos (0.1 M,/pH5) a 30°C

Figura 4. Grado de reaccion enzimética como funcion deplecentracion de acido caféico

para diferentes concentraciones de mercurio(ll).

Figura 2. Grafica de inhibicion para el sistema laccas@rdenetes versicolpron base a los

valores de Vax

Vi



Figura 3. Curva de calibracion para el grado de oxidaciaiahile acido caféico por 1@ de
laccasa ddrametes versicolan funcién de la concentracion de mercurio(ll). Las cinéticas
para monitorear la produccién de cafeoquinona se realiz6 en buffer de acetatos (0.1M, pH

4.5)

Vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ventajas y desventajas de algunos métodos basidomdeilizacion.

Tabla 2. Valores de potencial e intensidad de corriente para los picos de oxidacién y reduccién

de acido caféico en buffer de acetatos (0.1 M 9H5) a 30°C.

Tabla 3. Paramets cinéticos paréaccasa ddrametes versicolopara diferentes sustratos,

llevandose la reaccién en buffer de acetatos (0.1 Mz=gtb) a 30°C

Tabla 4. Biosensores electroguimicos para cuantificacion de Hg(ll) encontrados en la literatura.

viii



CAPITOLL

ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

Contaminaciéon del agua por mercurio

Las masas receptoras de agua Is&o incapaces, por si mismas, alesorber y neutralizar la

carga de contaminante que se produce. Como consecuencia de esto, en sasieaasiones
pierden aquellas condiciones minimas que les son exigidas para su racional y adecuado
aprovechamiento como agua potable, uso industrial, agricultura, recreativa [1], fuentes de

abastecimiento de agua, como vias de transporte o0 ain como faetgenergia.

Cualquier cambio fisico, biolégico o quimico en la calidad de agua que produzca efectos
adversos en los organismos vivos 0 haga el agua no apta para los usos deseados puede ser

considerado como contaminacion [2].

Existen diversos contaminad que se pueden encontrar en estos tipos de agua residual, tales
como elementos traza metalicos, combinaciones metghnica, inorganicos, radio nucleos,
alta demanda bioquimica de oxigeno, contaminantes organicos traza, pesticidas, carcinébgenos,

patdgeros [3], variando la naturaleza de cada uno de ellos.

Algunosiones metalicosse encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos se
pueden convertir en contaminantes si su distribucidon en el ambiente se altera mediante
actividades humanas. [4,.5Ademas, la inadecuada disposicion de residuos metdlicos también

ha ocasionado la contaminacion del suelo, agua superficial y subterrdnea y de ambientes
acudticos. Junto con las demas sustancias toxicas en los desechos industriales, los metales
téxicosegan considerados como uno de los principales contaminantes en el medio ambiente,
ya que tienen un efecto significativo sobre su calidad ecoldgicaiohes metalicosadn en
cantidades muy bajas, pueden llegar a ser téxicos debido a su alta biodisgadibjia que se

acumulan en érganos blandos y persisten alli por muchos afios.



La mayoria de los metalée transicionson toxicos para los organismos vivos, ya sean plantas
0 animales, por lo cual un exceso de ellos en el ambiente puede causar un deseongfo
equilibrio ecoldgico y en el metabolismo de los seres vivos. Dentro denles metalicozon

alta toxicidad se encuentra el mercurio, el cual es altamente biodisponible y de alta exposicion

en el ambiente.

El ciclo del mercurio ed flujo conthuo del mercurio en la atmdsfera, tierra y agua, se basa en

el comportamiento de este metal en los tres diferentes medios, las reacciones quimicas que
presentan, parametros de transporte y su destino final (Fig. 1). El ciclo del mercurio se va a ver
afectado en funcién del ciclo global natural, el ciclo global perturbado por la actividad humana,

fuentes regionales de mercurio y fuentes locales de mercurio.

El mercurio existe en tres estados de oxidacion; metalico (Hg°), mercuro3oy (kercuirico
(Hg" [6, 7]. Estas formas difieren en el grado de toxicidad y los efectos en el sistema nervioso,
digestivo e inmunoldgico, asi como en pulmones, rifiones, piel y ojos [8,9]. EIl mercurio se
encuentra de forma natural en la corteza terrestre, siendo liberado dlieme mediante
actividad volcanica, erosion de rocas y por actividad humana; esta Ultima es la mayor causa de
emision, principalmente en las centrales eléctricas de carbon, quema de carbén, procesos

industriales, incineracion de desechos y extraccién decario, oro y otros metales [10].

La mayor parte del mercurio presente en el medio ambiente (exceptuando la atmdsfera) se
encuentra en forma de sales mercuricas inorganicas y compuestos organoiales Asi los
compuestos mas comunes del mercusion: especies inorganicas de @y, HgGl Hg(OH)y

HgS; los compuestos de metilmercuriosB#Cl y CH#HgOH; y en menores proporciones, otros

organomercurialesomodimetilmercurio o difenilmercurio [11].

Los compuestos de mercurio suelen permanecer en fasesaccomo moléculas o disociadas,
dando lugar a valores bajos de solubilidad. Las especies organorakasno son solubles en

agua a menos que presenten grupos polares que pueden interaccionar por puente de



hidrogeno con el agu#§l2]. Por otro lado, las species inorganicas presentan diferentes

solubilidades dependiendo del contian que presenta.

- g -
Hef, ng) Hd', Hg+, ng) -2 Transportacion atmosférica

Oxidacion Adsorcién

HE B0 e MSOEEN g

E 1 i Reduccién

A ﬂ n | Reemision Deposicion
o __-—'-'-_-'—'-.__.-_-_—-_—--___

RS oo o = ————

Sedimento HgS  MeHg Hgy,

Figura 1. Ciclo biogeoquimico del mercurio en diferentes ambientes (agua, aire, suelo)

La manera en que el mercurio regresa a la superficie de la tierrhansido dilucidado
completamente, se cree que el mercurio atmosférico se transforma en mercurio soluble
principalmente por la oxidacion del mismo, depositandose por medio de la lluvia,

conservandose alyien los sedimentos conmetilmercurio[13].

El merairio se puede biomagnificar de manera rapida, presentando altas concentraciones de
este metal en los depredadores mas altos de la cadena tréficambientes marinos, ya que
HJll) puede unirse a las proteinas de los organismos de forma covalddte.15] La
exposicion humana al mercurio se lleva a cabo principalmente por el contacto con vapores de
mercurio e ingesta, en forma de metilmercurio o mercurio inorganicel; produciendo
efectos adversos en el organismo. En caso de una intoxicacion agudaoelefieayo adverso

es directo para los rifilones y el sistema nervioso central, asi como efectos en el sistema
gastrointestinal y respiratorio. Por otro lado, en intoxicaciones crénicas el dafio se ve reflejado

en sistema nervioso central, rifiones, presence acrodinia (enfermedad eruptiva con



sensacion de hormigueo, piel). No existe informacion completa para demostrar que el
mercurio afecta los 6rganos reproductivos o produce cancer, por lo cual la EPA lo clasifica en el
grupo D, no clasificable como caraygmico humano basado en datos inadecuados en

humanos y animalegd.6].

Métodos de cuantificacion de metales

Debido a los limites permisibles que establece la legislacion ambiental-Q9@KICOL1996,

0.01 ppm Hg total; NOMO01-SEMARNAT996, 0.01 ppm), wa la existencia de normas con
parametros mas estrictos para su deteccion (NOM-SSA11994, 0.001 ppm Hg) se
requieren técnicas capaces de medir concentraciones de metales a nivel de trazas. Diversas
técnicas de analisis han sido desarrolladas, como &dfspectrometria de Masas (HUIS),
Andlisis de Activacion de Neutrones (AAN), Espectrometria de Absorcién At&iikshy(la
Espectrometria de Emisién. Sin embargo, la mayoria de estas técnicas requieren tiempos
largos de manipulacién, instrumentos stifiados y entrenamiento especi@l7]. Ademas,

estas técnicas no pueden ser utilizadas para monitoreo de rutigdurde un gran nimero de
muestras. Por lo tanto, se requiere desarrollar sensores que resuelvan estos problemas, siendo
las técnicas electquimicas una posible solucién debido a su rapidez de respuesta y su

facilidad de transporté18].

La electroguimica es una herramienta analitica poderosa y sensible, que puede ser empleada
para el andlisis cualitativo y cuantitativo. La utilidad de losoohgd electroquimicos no
proviene solo de su sensibilidad a pequefias cantidades y la sencillez de la instrumentacion,
sino también porque estos métodos se pueden utilizar para la deteccion y separacién de

especies ionicad 9.



Aungue con la espectroscopie absorcién atémica (EAA) es posible detectar una mayor
variedad de iones metalicos, la sensibilidad de los métodos electroquimicos es comparable.
Otra ventaja del electroandlisis es su capacidad para determinar varios iones de metales
simultdneamente coranalisis rapidos e instrumentacién de bajo cogltd, 20]. Ademas, la
posibilidad de contar con instrumentos portatiles y compactos para el analisis y su bajo
consumo de energia la hacen atractiva para el seguimiaerggude trazas de metald21]. La
técnica analitica a ser empleada durante el proyecto serd amperometria, la cual produce una
corriente eléctrica a un potencial impuest@roporcional a la concentracion de la sustancia

detectada.

Electrodos serigrafiados

En la actualidad es necesario ésafio y uso de técnicas analiticas que permitan realizar
cuantificaciénin situ de una forma rapida y fiable. Afios atras los sensores electroquimicos
comenzaron a ser populares empleando técnicas electroquimicas. Los sensores
electroquimicos tienen la capamlad de brindar informacién continua del ambiente donde se
encuentre [22], brindando sensibilidad y selectividad. Por otro lado, se ha buscado la
miniaturizacién de sensores, asi como integrar o evitar el proceso de pre tratamiento de las
muestras con Idinalidad de analizar volumenes pequefios, una posible automatizacion del
proceso, analisis rapidos y reproduciblgsl]. Con base a las necesidades anteriores se

desarrollaron electrodos pequefios, baratos y versatiles: los electrodos serigrafiados.

Los eletrodos serigrafiados son dispositivos construidos mediante la tecnologia de
serigrafiado, empleando diferentes tipos de tintas y sustratos plasticos y ceraiicoz].
Un electrodo serigrafiado consta de un electrodo de trabajo, contraelectrodo, etkctie

pseudoreferencia, un substrato solido en donde se colocan las tintas y los conductores (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion de un electrodo serigrafiado.

En general existen dos tipos de electrodos serigrafiados, aquellos construidos con carbono
los basados en metales (oro, platino, etf2p], siendo los electrodos de carbono mas
empleados debido a su bajo costo, alta reproducibilidad, quimicamente inertes y faciles de

modificar.

Los electrodos serigrafiados de carbono, debido a su gran \etadti permiten ser
modificados por diversas materiales, como nano particulas y materiales estructurales,
sustratos, polimeros y biomoléculgs], empleando diversas técnicas para su deposicion en la

superficie del sensor.

Biosensores

Un biosensor es uartefacto compuesto por dos elementos (Fig. 3) altamente asociados:

1 Bioreceptor.Elemento bioldgico sensible. Se encuentra inmovilizado y se encarga de
reconocer al analito. Los anticuerpos y oligonucleétidos son ampliamente usados, sin

embargo las enzimason los bioreceptores mas comunes en biosensores.



9 Transductor.Es usado para convertir la sefial de la interaccién entre el analito y el

bioreceptor a una sefial electrénica.

La intensidad de dicha sefial es proporcional o inversamente proporcional ackent@eion
del analito[24]. Los transductores electroquimicos son usados comunmente para desarrollar

biosensores, su uso implica un bajo costo, dimensiones pequefias y disefio sencillo.
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Hgura 3. Esquema de un biosensor.

La inmovilizacion de las enzimas un paso importante en el disefio y reconocimiento del
bioreceptor en los biosensores. Existen varias estrategias de inmovilizacion, dentro de las
cuales se encuentran: adsorcion, acoplamiento covalente, atrapamiento, entrecruzamiento o
afinidad (Tabla 1)lnmovilizar correctamente las enzimas es un factor clave en la eficiencia del
biosensor como robustez, reproducibilidad, sensibilidad y estabilidad de almacenaje. Este
procedimiento debe mantener las propiedades de la biomolécula, como estructura, fiuncio

actividad.




Tabla 1. Ventajas y desventajas de algunos métodos basicasrdevilizacion (Adaptado de

[25, 27))

Adsorcion Enlaces débiles Simple y sencillo
Baja pérdida de actividac
enzmatica
Enlace covalente  Formacion de No hay barrera de
un enlace difusion
guimico entre Estable
grupos Tiempo corto de
funcionales de respuesta
la enzimay el
soporte
Atrapamiento Incorporacion  No hay reaccién quimice
de laenzima  entre el monémero y la
conungelo enzima que pueda afecta
polimero la actividad

Muchas enzimas se
pueden inmovilizar con e
mismo polimero
Enlace entre Sencillo
enzimay
entrecruzador
Enlaces por
afinidad entre
grupos
funcionales del
soporte y la
enzima

Entrecruzamiento

Inmovilizacion controlads
y orientada

Afinidad

Desorcion
Adsorcién no especifics

Matriz no regenerable
Enlaces con productos
toxicos
Pérdida de actividad
enzimatica

Barrera de difusid
Filtracién de la enzima
Para
electropolimerizacién se
requiere de altas
concentraciones de
monomeros y enzimas
Pérdida de actividad
enzimatica

Requiere la presencia dt
grupos funcionales
especificos

Las enzimas son versdtiles, eficientes y con actividad catalitica especifica bajo condiciones

suaves de reaccion. laccasa deframetes versicolgoresenta algunas ventajas sobre otras

enzimas, como su capacidad de catalizar las reacciones de transferencia de electrones sin

requerir cofactores adicionales y buena estabilifl2&l.



C)

e Enzima

J Sustrato

Figura 4. Métodos comunes de inmovilizacién eiosensores: (A) Enlace covalente, (B)
Adsorcién, (C) Atrapamiento, (D) Entrecruzamiento.

Enzimas

La vida depende de una serie de reacciones perfectamente acopladas, de las cuales, la mayoria
de ellas se lleva a cabo tan lentamente que no podria elastiida. El poder catalitico de las
enzimas facilita procesos esenciales de la vida en todas las formas de vida, desde los virus al

hombre[29].

Las enzimason catalizadores protedbs que regulan y controlan la mayoria de los procesos en
los organismos. dfas moléculas aumentan la velocidad de la reaccion notablemente y
presentan reactivos especificos (sustratos). Normalmente, las concentraciones de enzima son
muy pequefias en relacion con el reactivo. Mientras que la velocidad de reaccion se
incrementa enpresencia de una enzima, la energia total utilizada para formar el producto no

cambial30].

La variedad de nombres diferentes que habian sido utilizados para la misma enzima y el hecho
de que algunas enzimas diferentes eran conocidas con el mismo norns®hinecesario el

desarrollo de un sistema racional para su clasificacion y nomenclatura. La Unién Internacional

10



de bioquimica ide6 un sistema de clasificacion que permite la identificacion inequivoca de las

enzimas en las reacciones que catalig&h.

Los grupos principales y su definicion §&2j:

1. Oxidorreductasas. Son aquellas enzimas que catalizan las reacciones de
oxidorreduccion, o sea, la transferencia de electrones o sus equivalentes entre un
donante y un aceptor.

2. Transferasas. Catalizan la tsé@rencia de un grupo quimico entre un donante y un
aceptor; se excluyen aquellas que transfieren electrones o sus equivalentes, pues
pertenecen a la clase anterior, y aquellas en que el aceptor del grupo es el agua, pues
pertenecen a la clase siguiente.

3. Hidrolasas. Catalizan la ruptura de enlaces quimicos con la participacion de las
moléculas del agua.

4. Liasas. Catalizan reacciones en las cuales se produce la adicién o sustraccion de grupos
guimicos a dobles enlaces.

5. Isomerasas. Catalizan la interconvergi@dos isbmeros.

6. Ligasas. Catalizan la unién covalente de dos sustratos mediante la energia de hidrélisis

de nucledsidos trifosfatados, generalmente el ATP.

El estudio de las enzimas sigue siendo de gran importancia para el desarrollo cientifico,
empleana estor productos bioldgicos en muchas aplicaciones industriales, como en la
fabricacion de bebidas y alimentos, asi como en la produccién de detergentes, sintesis
estereoespecifica, desarrollo de farmacos, remediacion de ambientes contaminados y, como

semenciona en este trabajo, sensores; sin dejar de lado las muchas otras aplicaciones.
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Laccasa

Lalaccasaes una enzima muHiobre presente de forma amplia tanto en plantas, hongos y
bacterias[33], es una polifenol oxidasa con cédigo EC 1.10.3.2.eBgima se relaciona con
diversas funciones de dichos organismos, tales como sintesis de lignina y estructuras de

proteccién (plantas); esporulacién, degradacion de lignina y patogénesis (h§BigaS).

Figura 5. Fotografia de Trametes versicolor (FgerGaleria de Beatrix M. Varga, internet)

Laslaccasa han sido estudiadas para posibles aplicaciones en industria papelera debido a su
capacidad de degradacion de lignifiz6], asi como el tratamiento de aguas residuales
contaminadas con compuestos ferfis [37]. Esta enzima tiene la capacidad de oxidar

polifenoles, fenoles metoxi sustituidos, diaminas y otro tipo de compué¢3sgjs

En general lataccasa poseen un peso molecular entre 80 kDa y un punto isoeléctrico
entre 4y 7, dependiendo de laigisilacion. El centro activo de esta enzima, donde se lleva a
cabo la transformacion del sustrato mediante procesos redox, posee 4 atomos de cobre

distribuidos en tres centros cataliticos:

1 Tipo 1, se encuentra ligada con una Cys y dos His, con fuedecidinsen la region
@GAraA0f S 7 cmba @A iy espeatro de EPR con A|| < 95416mi". Es

responsable por el intenso color azul de la enzima.
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i Tipo 2 o centro normal, ligada con dos His, con absorcion indetectable en UV, linea de
EPR con formagica correspondiente a complejos de Cu de bajo peso molecular.
1 Tipo 3 o0 centro binuclear acoplado, cada &4omo de cobre ligado con tres His,
l 0a2NDAsY FdzSNIS Sy St '+ OSNDIy2 02y <YIE

ocurre por el acoplamiento de daones cobre antiferromagnétic¢a3, 39 40].

Estos centros cataliticos se han caracterizado mediante resonancia paramagnética electronica
(EPR) y espectroscopia de-Migible[40, 41]. Lalaccasaiene actividad sobre grupos oHy
paradifenol, aminoénoles, metoxifenoles, aminas arométicas y ascorbato, con la reduccion

concomitante de oxigeno a ag{+£].

Siendo una enzima oxido redusts lalaccasa délrametes versicolguosee sitios de Cu con
potenciales redox definidos, Para cobre T1y T3, algacaasa(i A Sy Sy -0 V.PaaF n &7

cubre T2 su potencial aparece en 0[49).

Figura 6. Estructura del sitio activo multicobre éaccasade T. versicolof44].

El uso ddaccasale Trametes versicolaromo elemento de reconocimiento en el desarrollo de
biosensores ha permitido obtener mejoras en las propiedades fisicoquimicas de la enzima,

pues comparado con la enzima libre la inmovilizaciéon de la misma suele dar como resultado
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una mejor actividad y un decremento en la constante de Michd&disten lo que inplica una

buena inmovilizacion en la elaboracion de biosens@tgs

Las enzimas han sido el principal elemento de bioreconocimiento empleado en la modificacién
de sensores (biosensores) y, hasta ahora, continta siendo base de diferentes publicaciones
relacionadas a este campo debido a sus caracteristicas cataliticas y su manipulacién sencilla
bajo condiciones suaves de trabajo; debido a estas caracteristidasciasade Trametes

versicolompresenta ventajas para su uso en biosensores.

La medicion de lactividad enzimatica y los efectos de inhibidores nos permiten un mejor
conocimiento del catalizador biolégico y sus posibles aplicaciones futuras. Existen ciertos
compuestos organicos e inorganicos que inhiben la actividad enzimética, cofip Hdr,

Cd", y Cd', sulfatos, nitratos y cloruros, &cidos grasos, agentes con grupos sulfhidrilo,

detergentes cuaternarios de amonio, cisteif#b, 47, 43].
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JUSTIFICACION

Los estudios de calidad de las cuencas hidroldgicas han adquirido gran interéstétimas
décadas, dbido al incremento de poblacion en sus riberas, el creciente grado de
industrializacién y los aportes del sector primario que se presentan. La importancia age tie

el estudio de metaleen aguas y sedimentos estd dada por sus cargstiess: elevada
toxicidad, alta persistencia y rapida acumulacién por los organismos vivos. La investigacion de
la presencia de metales, permite conocer las rutas de contaminantes y su interaccion con otras
sustancias presentdd9]. El aporte de informaén contribuye al diagnéstico de cada cuencay

por consiguiente a facilitar la toma de decisiones en proyectos posteriores, sobre todo en

decisiones de caracter gubernamental.

El buscar nuevométodos para determinar metalesn concentraciones bajas o teazson
nuevas rutas de estudio y retos que se deben enfrentar debido a la gran complejidad que el
problema de contaminacion ha provocado, asi como al impacto ambiental negativo y los dafios

a la salud generados.

Asi para poder resolver estos problemasgste trabajo se plantea la utilizaciéon de electrodos
serigrafiados de carbono modificados enzimaticamente lemeasa delTrametes versicolor

para poder realizar la cuantificacion de mercurio(ll) en solucién acuosa ceantdenen
concentraciones trazdste tipo de electrodos tiene un rango de sensibilidad muy alto, puede
ser usadan situy es una técnica de bajo costo, comparado con las técnicas analiticas clasicas
en el analisis de metales, como Absorcion Atémica, Espectrometria de emisién acoplada a
plasma y Cromatografia de iones; en donde las técnicas requieren de equipos mas sofisticados

e insumos de alto valor comercial.
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HIPOTESIS

Es posible lograr la cuantificacién de mercurio(ll) en solucién acuosa, empleando electrodos
serigrafiade modificados cotaccasa ddrametes versicolaomo sistema de reconocimiento

biolégico.
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OBJETIVOS

Objetivo genera |

Desarrollar un biosensor serigrafiados modificado ¢accasa deTrametes versicolode

Trametes versicolor para la cuantifa@@n electroquimica de mercurit)) en solucién acuosa.
Objetivos particulares

1. Obtencién de parametros cinéticos pdaacasa ddrametes versicolor

2. Desarrollar  un electrodo modificado enzimaticamente, empleandocasa de

Trametes versicolor

3. Obtencién de parametros cinéticos pdaacasale Trametes versicolanmovilizada.

4, Estudiar el comportami@o electroquimico del mercur{tl) con el electrodo
modificado.

5. Determinar las condiohes 6ptimas de cuantificacion.
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MATERIALES Y METODOS

Estudios espectrofotométricos

Laccasa dé&rametes versicoldEC 1.10.3.2), con actividad de 13.6 U/mg, de Sigma, acetato de
sodio trihidrato (JT Baker), acido acético glacial (Laboratorios Lutz, México) 60.05%; &cido
caféico, acido gélico y catecol (k) etanol (Sigmaldrich) grado HPLEIGNG,), de Sigma

Aldrich; agua desionizada obtenida de equipo MilliQ.

Analisis cinéticos

Lalaccasa ddrametes versicolgl0 pg mL) fue incubada por separado con cada uno de los
sustratos evaluados (acido café, catecol y acido gélico) a temperatura ambiente, en
concentraciones que varian de 0 a 250 uM para acido caféico y de 0 a 1400 uM para catecol y
acido galico, para cada caso se siguié el aumento en la concentracion del producto de reaccion
(cafeoquinona o-quinona y acido galico oxidado ) a 410, 390 y 385 nm respectivamente;
empleando para su medicion un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 20. Todos los

experimentos se realizaron en buffer de acetatos 0.1 M y gi5.

Inhibicion enzimatica
Para deternmar el efecto de los iones mercurio en la actividad enzimatica se evalu6 el tiempo

de incubacion y la concentracion del inhibidor.

Tiempo de incubacion
La enzimaléccasa ddrametes versicolof10 ug mtl]) fue incubada a una concentracion de
iones Hd() de 2 mM durante tres diferentes tiempos (2, 5 y 10 min) en un medio de buffer 0.1

M de acetatopH =4.5. Después de este procedimiento realizado a temperatura ambiente, se
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adicionaron concentraciones de 0 a 250 uM de &cido caféico como sustratia, foeelidad de

probar la actividad enzimatica.

Concentracion de inhibidor

El efecto de la concentracién de Hg(ll) sobre la actividad enzimatica fue evaluado variando las
concentraciones del ion metélico durante el procesoirt®ibaciéon (0.001 a 4 mM degil))
colocandose a 2 minutos de contacto. La actividad residual de la enzima se probé agregando

acido caféico en concentraciones de 0 a 250 uM.

Modificacion del sensor

Para la modificacién del sensor se emplearon electrodos serigrafiados, con unenamibn
de tres electrodos, siendo el electrodo de trabajo y contraelectrodo impresos en tinta de
carbono, mientras que el pseudoelectrodo de referencia en tinta de {lataro de plata

(Ag°/AgCl).

El método de inmovilizacion de la enzima se llevékm caediante un proceso de reticulado,
usando para este figlutaradehido como reticulante, y temperatura (4C) durante 20 h. Se
colocan pIL de la solucion dglutaradehido (2.5%) y enzima(g/uL) sobre el electrodo de

trabajo, posterior a ello se catan a temperatura bajo las condiciones antes mencionadas.

Caracterizacion electroquimica

Se colocaron $nL de buffer de acetatos (0.1 M, pH4.5)50] en una celda termostatada
(30°C) a la cual se le adicionaron 300[100 mM] de hidroquinona, se agit6é p80 s y
posteriormente se realiz6 un barrido de potencial des@@0 a 1000 mV comenzando con la
oxidacion del sustrato y una posterior reduccion electriogjica usando un potenciostato

galvanostato BASI Epsilon
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Determinacion de constantes cinéticas

Enuna celda termostatada (30°C) se colocaron 5 mL de buffer de acetatos (0.1M..BH
imponiendo un potencial de800 mV. Se adicionaron alicuotas de &cido caféico, hidroquinona,
catecol y acido galico, cada sustrato por separado, a diferentes conciemtea con el fin de
observar el comportamiento cinético del sensor para cada sustrato. Se emple6é un detector

amperométrico BAS .

Las constantes cinéticas fueron obtenidas mediante el procesamiento de los datos
experimentales, utilizando el softwa@riginPro 2016 con el modelo de Michadlienten.

Egas constantes cinéticasse evalla siguiendo la reduccion de los productos de la reaccion
enzimética formados por llccasa deTrametes versicoloa diferentes concentraciones de

cada uno de ellos.

Determinacion de mercurio(ll) con el biosensor

Todos los sensores seodificaron con hccasa ddrametes versicolg@ pg, 0.054 UE Gada
sensorfue incubaa a concentraciones diferentes de iones Hg(@2 a 1000uM) durante 20
minutos como tiempo de contaw en un medio de buffer 0.1 M de acetatos pH.5 para
todos los casasDespués de este procedimiento realizado a temperatura ambienteglse6
cada sensor en una celda termostatada (30° @regando alicuotas de &acido cafeico
aumentando la concentra@n de 0 a3166 uM, con la finalidad de probar la actividad

enzimaticadespués de la inhibiciéon

Con los valores de % obtenidos del experimento anterior se construira la curva de inhibicion,

de la cual sera tomada la parte lineal para desarrollar umeacde calibracion posterior.
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CAPITULO 2

ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DE
LACCASA DHRAMETES VERSICOLOR
PARA DETERMINACION DE PARAMETROS
CINETICOS E INHIBICION ENZIMATICA




ESTUDIO ESPECTROFOTOMETRICO DHRAZERS® DE
VERSICOPBRA DETERMINACION DE PARAMETROS CINE
E INHIBICION ENZIMATICA

Introduccion

Las enzimas representan un tipo especial de catalizador homogéneo. Se caracterizan por ser
proteinas grandes capaces de incrementar altamente las velocidades deiGreaen
condiciones de reaccidon suaves, las cuales muestran una especificidad y capacidad de
regulacion muy alt&1] en donde la especificidad es dada por la estructura de la enzima (sitio

activo) para llevar a cabo las rutas metabdli¢a3.

La cinétia enzimatica es la disciplina que estudia como se llevan a cabo las reacciones
enzimaticas, la velocidad de transformacién y la influencia de las condiciones ambientales en el
proceso de la reacciéfb3]. La funcién de desarrollar un modelo cinético esowmen los
factores experimentales que determinan la respuesta del sensor, para determinar la

concentracién del analito, sustrato y su respuefid]

Una reaccion enzimatica se lleva a cabo mediante la formaciéon de un complejo formado entre
la enzima y elisstrato [55], asi tomando en cuenta los paso de la reapadzimatica (Figura

7) se puede obtener que el grado de reaccion total esta dado por las reacciones individuales.
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Figura 7 Ejemplos de reacciones enziméaticas, a) con un solo sustrato, b) coauibsatos.

Para entender la accién de la enzima es necesario estudiar la velocidad de la reaccion y el
estudio de la velocidad de la reacciési como laelacionde la cantidad disponible del
sustrato. Michaelis y Menten publicaron un artic{#é] en el cual establecen la relacién entre
la velocidad de una reaccion enzimatica y la concentracion del sustrato de acuerdo con la

ecuacion:

A — [1]

En donde Vo es la velocidad de reaccién a una concentracion de swEdE/ ., Se refiere
a la velocidad maxima de transformacion de la enzima, [S] es la concentracion de suktrato y
es la constante de Michaelidenten [57], su valor corresponde a la concentracion de sustrato

en la que la velocidad de reaccién es laaahitlel maximo (Figur@a).

La velocidad de reaccion aumenta a medida que la concentracion del sustrato incrementa con
tendencia a alcanzar un maxini68] de acuerdo con la Ecuacién 1, es en ese momento

cuando la enzima se encuentra saturada, es decitoges los sitios activos estan ocupados.
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En 1934, Hans Lineweaver y Dean Burk describieron una modificacién de la ecuacion de
MichaelisMenten [59] (Ecuacion 2). En la representacion grafica de esta nueva ecuacion, la
funcion de 1/Vo contra 1/[Ses una liea recta (Figura B), donde la interseccion con el eje x

es 1Mmna, Mientras que la pendiente representga/Mmax[60].

- — 8 — 2

El analisis de datos experimentales mediante la regresion de LinewRaxese convirtio en
una herramienta Util para calcular los pardmetros cinéticos enzimaticos. Actualmente gracias a
los softwares computacionales se ha facilitado el uso de la ecuacién de Miekiagiisn para
el célculo de valore precisos #8 Y Vinax Sin embargo, el diagrama de Lineweaterk se
mantiene Util para corroborar el comportamiento enzimatico y el estudib efecto de

inhibidores enzimaticos.

a 1 A b
v ) v ' )
F o ) e
0
1 v’ N
E;'r:r‘ﬂ.-aﬂ{ = K_ ’.,/ Vmax
Z ‘. M4
\ ,// -~ 1
/// Vmax ) i
Ky [5] /’ 0 [S]

Figura 8 a) Representacion grafica de la velocidad de una reaccidon enzimatica donde se
puede observar los parametros basicos de la ecuacion de Mich&ddisten. b) Diagrama de
LineweaverBurk, observandose los paraetros cinéticos a partir de los reciprocos de
velocidad y concentracion de sustrato.
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Abstract

This work proposes a spectrophotometric method to determine mercury (II) ions in
aqueous solution. This method is based on the metalic ions effect over the Trametes
versicolor Laccase enzyme catalytic activity. The enzymatic kinetics was obtained for
different substrates (caffeic acid. gallic acid and catechol), where caffeic acid displayed
the greatest enzymatic activity. The Laccase inhibition by mercury ions permitted to
establish the inhibition effect through a mixed model (that actually displayed a behavior
closer to that of the non competitive inhibitors) when evaluated by means of UV-Vis
spectrophotometry, using caffeic acid as an electron donor. A mercury concentration of
2 mM led to 45% enzymatic inhibition after only a 2-minute incubation period. This
method was used for quantification of mercury ions in aqueous solution, showing a
detection limit of 3.6 + 0.3 uM. Therefore, this work presented a novel perspective for
the determination of the toxic Hg(Il) ions that can be readily implemented into

environmental remediation methods.
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